Domänenspezifische Funktionen des Polaritätsproteins Stardust in der Embryonalentwicklung von Drosophila by Koch, Leonie Theresa
  
AUS DEM LEHRSTUHL 
FÜR MOLEKULARE UND ZELLULÄRE ANATOMIE 
LEITER: PROF. DR. RALPH WITZGALL 
DER FAKULTÄT FÜR BIOLOGIE UND VORKLINISCHE MEDIZIN 




Domänenspezifische Funktionen des Polaritätsproteins Stardust in der 





Inaugural – Dissertation 





Fakultät für Medizin 













































AUS DEM LEHRSTUHL 
FÜR MOLEKULARE UND ZELLULÄRE ANATOMIE 
LEITER: PROF. DR. RALPH WITZGALL 
DER FAKULTÄT FÜR BIOLOGIE UND VORKLINISCHE MEDIZIN 




Domänenspezifische Funktionen des Polaritätsproteins Stardust in der 





Inaugural – Dissertation 





Fakultät für Medizin 





























Dekan:      Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert 
 
1. Berichterstatter:     Prof. Dr. Dr. Michael Krahn 
 
2. Berichterstatter: Prof. Dr. Eugen Kerkhoff 
 




























Diese Dissertationschrift beruht gemäß § 6, Absatz 7 der Promotionsordnungen für die 
Medizinische Fakultät und die Naturwissenschaftliche Fakultät III (medizinische Fächer) der 
Universität Regensburg auf folgender Publikation: 
Koch, Leonie; Feicht, Sabine; Sun, Rui; Sen, Arnab; Krahn, Michael P. (2016): Domain-
specific functions of Stardust in Drosophila embryonic development. In: Royal Society 




Inhaltsverzeichnis ....................................................................................................................... 1 
Originalpublikation .................................................................................................................... 2 
1. Einleitung .......................................................................................................................... 14 
1.1. Epithelien ................................................................................................................... 14 
1.2. Polaritätsregulation in Drosophila melanogaster ....................................................... 14 
1.3. Crumbs ....................................................................................................................... 16 
1.4. Stardust ...................................................................................................................... 18 
1.5. Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext ........................................................ 20 
2. Material und Methoden ..................................................................................................... 21 
2.1. Plasmide ..................................................................................................................... 21 
2.2. Fliegenstämme und Genetik ...................................................................................... 21 
2.3. Erzeugung eines Antikörpers gegen Sdt .................................................................... 22 
2.4. Immunpräzipitation und Western- Blotting ............................................................... 22 
2.5. Immunhistochemie .................................................................................................... 23 
3. Ergebnisse und Diskussion ............................................................................................... 23 
4. Zusammenfassung ............................................................................................................. 27 
Literaturverzeichnis .................................................................................................................. 29 
Abkürzungsverzeichnis ............................................................................................................ 35 
Abbildungsverzeichnis ............................................................................................................. 36 
Lebenslauf ................................................................................................................................ 37 
Danksagung .............................................................................................................................. 39 











































Epithelzellen sind der definierende Zelltyp aller Metazoen (Tepass 2012). Ihre Hauptaufgabe 
besteht darin, Zellverbände zu bilden, die Körperoberflächen bedecken, Hohlorgane auskleiden 
oder als Barrieren zwischen verschiedenen Kompartimenten fungieren. Sie dienen hier neben 
einigen organspezifischen Funktionen besonders dem Schutz vor schädigenden Einflüssen von 
außen und der Regulation der individuellen molekularen Zusammensetzung des 
nachgeschalteten Gewebes mittels Diffusion und Resorption (Tepass 2012; Bulgakova und 
Knust 2009; Shin et al. 2006). Grundvoraussetzung für die Organisation einzelner Zellen in 
Form von Epithelgeweben ist jedoch immer die Etablierung einer apikal-basalen Polarität und 
die Fähigkeit zur Bildung verschiedener Zell-Zell-Kontakte. Zellen adhärieren so, dass ihre 
apikalen Membranen nach außen oder zum Lumen von Hohlorganen orientiert sind (Tepass 
2012) und die lateralen Membranabschnitte zu den benachbarten Zellen. Der basale Abschnitt 
der Plasmamembran hingegen verbindet die Epithelzelle mit der Basalmembran und dem 
darunterliegenden Bindegewebe (Bryant und Mostov 2008). In den meisten Epithelien trennt 
ein apikaler Komplex aus Zellkontakten (engl.: apical junctional complex) die apikale von der 
basolateralen Membran. Dieser Komplex besteht in Säugetierzellen aus Tight Junctions (TJ), 
die als selektive Diffusionsbarriere agieren, Adherens Junctions (AJ), die den mechanischen 
Kontakt mit den Nachbarzellen sicherstellen und Desmosomen. In Drosophila melanogaster 
finden sich an Stelle von Tight Junctions die sogenannten Septate junctions, die jedoch ähnliche 
Funktionen erfüllen (Tepass und Hartenstein 1994; Farquhar und Palade 1963; Chen und Zhang 
2013; Tepass 1996). Desmosomen dagegen fehlen im apikalen junktionalen Komplex von 
Drosophila (Tepass 1996; Tepass und Hartenstein 1994). Der Abschnitt der apikalen Membran, 
der zwischen dem apikalen junktionalen Komplex und der apikalen Membran liegt, wird als 
Marginalzone bezeichnet (Tepass 2012; Tepass 1996). 
1.2. Polaritätsregulation in Drosophila melanogaster 
Die korrekte Etablierung und Aufrechterhaltung der zellulären Polarität bedarf verschiedener 
zellulärer Mechanismen, wie der asymmetrischen Verteilung von Proteinen, dem gerichteten 
Transport von Vesikeln, sowie der korrekten Anordnung von Gerüstproteinen und Zell-Zell-
Kontakten (Mellman und Nelson 2008; Li und Gundersen 2008; Bryant und Mostov 2008; 
Tepass 2012). In allen mehrzelligen Organismen werden diese Prozesse von verschiedenen 
evolutionär bewahrten Polaritätsproteinen gesteuert, die teils synergistisch und teils 
antagonistisch in Form eines komplexen, dynamischen Proteinnetzwerks agieren (Flores-
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Benitez und Knust 2016; Laprise und Tepass 2011; Tepass 2012; Bulgakova und Knust 2009; 
Nance und Zallen 2011). Gemäß ihrer Anordnung und Funktion können die beteiligten Proteine 
in apikale Polaritätsregulatoren (= APRs) und basolaterale Polaritätsregulatoren (=BLPRs) 
unterteilt werden. Bisher sind drei Proteinkomplexe beschrieben, die von Würmern über 
Fliegen bis hin zu Säugetieren evolutionär konserviert wurden und die Entwicklung der 
zellulären Polarität maßgeblich zu steuern scheinen. Hierzu zählen der Crumbs-Komplex, 
bestehend aus dem Transmembranprotein Crumbs (Crb), den Gerüstproteinen Stardust (Sdt; in 
Säugetieren: PALS1/MPP5), PATJ (in Säugetieren: PATJ/MUPP1) und Lin7, der PAR- 
Komplex, der die Proteine Bazooka (Baz; in Säugetieren: PAR- 3), PAR-6, atypische 
Proteinkinase C (aPKC) und die GTPase Cdc42 beinhaltet, sowie der Lethal giant larvae 
(Lgl)/discs large (Dlg)/scribble-Komplex. Während Crb- und PAR- Komplex zu den apikalen 
Polaritätsregulatoren zählen und im Bereich der Marginalzone lokalisieren, befindet sich der 
Lgl/Dlg/scribble-Komplex an der basolateralen Membran (Tepass et al. 2001; Knust und 
Bossinger 2002). Zusätzlich zu diesen weit verbreiteten Multiproteinkomplexen wurden in 
Drosophila melanogaster weitere Proteine entdeckt, die im Verdacht stehen, die epitheliale 
Polarität mit zu beeinflussen. Hierbei sind die Proteine PAR- 1, 14-3-3 (PAR- 5) (Doerflinger 
et al. 2003; Benton und St Johnston 2003), Yurt, Moesin, Coracle (Cora) (Laprise et al. 2009), 
Rac, PTEN und PI3K (Chartier et al. 2011) zu nennen (vgl. Abb. 1). 
 
Abbildung 1: Übersicht Polaritätsregulatoren, modifiziert nach (Tepass 2012) 
In den letzten Jahren wurden zahlreiche Mechanismen entdeckt, mittels derer die 
Beschaffenheit und Lokalisation der polaritätsdeterminierenden Proteinmodule reguliert 
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werden können, um so eine gewebs- und stadienspezifische Funktionsweise zu ermöglichen 
(Flores-Benitez und Knust 2016). Als erstes ist hierbei die Expression verschiedener Isoformen 
desselben Gens zu nennen. So kodiert Sdt etwa für zahlreiche verschiedene Isoformen, die 
gewebsspezifische Expressionsmuster aufweisen (Bulgakova et al. 2008). Beispielsweise 
wurden in Photorezeptoren zwei Sdt-Isoformen gegensätzlicher Funktion entdeckt. Während 
Sdt-H die Bildung der apikalen Membran vorantreibt, scheint Sdt-D diese zu antagonisieren. 
Ein Mechanismus der Crb-Regulation könnte also die gleichzeitige, ausgewogene Expression 
verschiedener Sdt-Isoformen sein (Bulgakova et al. 2010). Des Weiteren können mittels 
Phosphorylierungen, vorgenommen von verschiedenen Kinasen, zahlreiche relevante Prozesse, 
wie zum Beispiel Lokalisation, Zusammensetzung und Aktivität der Polaritätsproteine reguliert 
werden. So verhindert beispielsweise die Phosphorylierung von Lgl und PAR- 1 mittels aPKC 
die Anreicherung des Lgl/Dlg/scribble-Komplexes an der apikalen Membran (Yamanaka et al. 
2003; Plant et al. 2003; Betschinger et al. 2003). Die Bedeutung der korrekten Lokalisierung 
der einzelnen Multiproteinkomplexe wird anhand der Überexpression einer aPKC ohne Kinase- 
Funktion deutlich. Die Unterbindung der beschriebenen Phosphorylierungen führt zu einer 
totalen Fehllokalisation der Polaritäts-Determinanten und in der Folge zu einer gestörten 
Entwicklung der Zellpolarität (Sotillos et al. 2004). In verschiedenen 
Überexpressionsexperimenten wird außerdem deutlich, dass neben der korrekten Lokalisation 
der Polaritätsproteine auch ein ausgewogenes Kräfteverhältnis entscheidend ist. So kommt es 
in Embryonen mit einer Crb-Überexpression zur Bildung einer überproportional langen 
apikalen Membran (Wodarz et al. 1995), wohingegen die Überexpression von Lgl zu einem 
Überwiegen der basolateralen Membran führt (Chalmers et al. 2005).  
1.3. Crumbs  
Das durch Professor Jürgens in den 80er Jahren entdeckte Transmembranprotein Crumbs (Crb) 
ist der entscheidende Regulator der apikalen Identität. Der Verlust von Crb in der embryonalen 
Epidermis resultiert in einer starken Verringerung der apikalen Domäne und einer Schwächung 
der Adherens Junctions (Tepass 1996; Tepass et al. 1990). Die zu beobachtenden Kutikula- 
Phänotypen brachten dem Protein den Namen Crumbs, zu Deutsch: „Krümel“ ein (Assémat et 
al. 2008). Umgekehrt führt eine Überexpression von Crb zu einer Vergrößerung der apikalen 
Plasma Membran auf Kosten der basolateralen Domäne (Wodarz et al. 1995).  
Drosophila Crb ist ein 200 kDA großes Typ-I-Transmembranprotein, welches aus einer großen 
extrazellulären Domäne und einem kurzen zytoplasmatischen Schwanz besteht. Die 
extrazelluläre Domäne enthält 30 Wiederholungen eines Polypeptides, das dem „Epidermal 
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growth factor“ (EGF; epidermaler Wachstumsfaktor) gleicht, und 4 globuläre Laminin-A- 
Domänen (Tepass et al. 1990). Neuere Studien legen nahe, dass die extrazelluläre Domäne zwar 
homophile Interaktionen zwischen Crb-Molekülen erleichtert und so zu einer Stabilisierung 
von Crb in der apikalen Zellregion beiträgt (Pichaud und Desplan 2002; Tepass et al. 2001; 
Fletcher et al. 2012; Letizia et al. 2013), jedoch scheint sie darüber hinaus in den meisten 
Epithelien für die Etablierung der apikal-basalen Polarität verzichtbar zu sein (Letizia et al. 
2013; Wodarz et al. 1995; Klebes und Knust 2000). Lediglich in Photorezeptor-Zellen ist sie 
für die korrekte Lokalisierung von Crb verantwortlich (Muschalik und Knust 2011; Pellikka et 
al. 2002; Tepass 2012). 
Der kurze, aus 37 Aminosäuren bestehende, zytoplasmatische Abschnitt von Crb beinhaltet 
zwei evolutionär konservierte Motive, und zwar eine FERM (Protein 
4.1/Ezrin/Radixin/Moesin)-Protein-binde-Domäne und eine c-terminale PDZ (PSD-95/Discs-
large/Zonula Occludens-1)-binde-Domäne, das sogenannte ERLI-Motiv (Bulgakova und Knust 
2009; Pocha und Knust 2013). Diese beiden Protein-binde-Motive sind in den meisten 
Epithelien für eine korrekte Etablierung der Zell-Polarität essentiell, was dadurch deutlich wird, 
dass ein Crb-Konstrukt, welches lediglich die intrazelluläre Domäne besitzt, Crb-mutante 
Phänotypen ähnlich retten kann, wie das Voll-Längen-Protein (Klebes und Knust 2000; Wodarz 
et al. 1995; Bulgakova und Knust 2009). Das C-terminale ERLI- Motiv ermöglicht die Bindung 
von Crb an Sdt. Diese Interaktion ist wiederum notwendig, um Crb in der subapikalen Region 
der embryonalen Epidermis zu stabilisieren (Bachmann et al. 2001; Hong et al. 2001). Mittels 
der FERM- Domäne ist Crb über das FERM-Domänen-Protein Moesin und ß-heavy-Spectrin 
mit dem subkortikalen Aktin-Zytoskelett verankert (Wei et al. 2015; Médina et al. 2002). So 
scheint es in gewissen Phasen der Embryogenese unabhängig von seiner Rolle in der Kontrolle 
der zellulären Polarität Einfluss auf die Morphologie mancher Organe, wie beispielsweise 
Tracheen und Speicheldrüsen von Drosophila zu nehmen, indem es die Invagination der Zell- 
Membran steuert (Letizia et al. 2013). Außerdem wird derzeit vermutet, dass Crb mittels dieser 
Interaktion die korrekte Organisation der Zonula Adherens in Photorezeptoren von Drosophila 
beeinflusst (Médina et al. 2002; Izaddoost et al. 2002). Eine weitere Aufgabe der FERM-
Domäne ist, an Yurt zu binden, welches die Crb- Aktivität im Sinne eines negativen Feedback- 
Mechanismus begrenzt. Die Bedeutung von Yurt in der Kontrolle von Crb wird dadurch 
verdeutlicht, dass die Yurt-Loss-of-Function- Mutation ähnliche Phänotypen erzeugt, wie die 
Überexpression von Crb, nämlich eine deutliche Verlängerung der apikalen Membran der 
embryonalen Epidermis (Laprise et al. 2006; Bulgakova und Knust 2009). 
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Darüber hinaus hat sich herausgestellt, dass Crb über mehrere Wege das Zellwachstum und -
überleben steuern kann. Dies ist daran zu erkennen, dass sowohl der Verlust als auch die 
Überexpression von Crb zu einer Stimulation des Zellwachstums führen (Ling et al. 2010; Chen 
et al. 2010; Robinson et al. 2010). Als erster relevanter Signalweg ist hierbei der Hippo- Weg 
zu nennen. In Drosophila steuern zwei FERM-Domänen-binde-Proteine, nämlich Expanded 
(Ex) und Merlin (Mer), das Zellwachstum, indem sie als Upstream-Regulatoren des Hippo-
Weges agieren. Crb rekrutiert Expanded nach apikal. In Abwesenheit von Crb kommt es durch 
die fehlende Rekrutierung zu einer Misslokalisation von Expanded und somit zu einer 
Downregulation des Hippo-Tumorsuppressor-Weges. Dies führt in der Folge zur 
Überproliferation des betroffenen Gewebes (Chen et al. 2010; Parsons et al. 2014; Robinson et 
al. 2010; Ling et al. 2010; Pocha und Knust 2013). Crb ist jedoch nicht nur für die Aktivierung, 
sondern auch für die Inaktivierung von Expanded verantwortlich, da es die Phosphorylierung 
und Degradation von Ex reguliert. So kann Crb die Aktivität des Hippo-Weges limitieren und 
ein ausgewogenes Zellwachstum garantieren (Pocha und Knust 2013). Neben der Regulation 
des Hippo-Weges scheint Crb auch den wachstumsfördernden Notch-Weg auf zweierlei Arten 
zu limitieren. Auf der einen Seite ist Crb in der Lage, mittels der EGF-ähnlichen 
Wiederholungen seiner extrazellulären Domäne Notch zu binden und somit die Endozytose und 
das Recycling von Notch und dessen Liganden Delta zu verhindern. Auf der anderen Seite 
scheint Crb die Aktivität des γ-Sekretase-Komplexes zu verringern (Richardson, Emily C N 
und Pichaud 2010; Tepass 2012).  
Da Sdt Crb in der korrekten subzellulären Position stabilisiert, erzeugen Sdt-Allele hinsichtlich 
der apikal-basalen Polarität ähnliche Phänotypen wie Crb-Mutanten (Hong et al. 2001; 
(Bachmann et al. 2001; Tepass und Knust 1993; Lin et al. 2015). 
1.4. Stardust 
Sdt ist ein Gerüstprotein der MAGUK-Familie. Als typischer Vertreter dieser Gruppe besitzt 
es eine MAGUK (Membran-assoziierte-Guanylat-Kinase) - Domäne, eine PDZ (PSD-95/discs 
large/zonula occludens 1) - Domäne und eine SH3 (Src-homology-3) - Domäne. Gemäß 
neuester Daten aus der Kristallisation des Crb-PALS1-Komplexes scheinen diese drei 
Domänen ein dreidimensionales Supramodul zu bilden, das die terminalen vier Aminosäuren 
(ERLI-Motiv) des zytoplasmatischen Schwanzes von Crb hochspezifisch bindet (Li et al. 
2014). Darüber hinaus bindet die PDZ-Domäne von Sdt an eine konservierte Region von Baz 
(Krahn et al. 2010). So bildet Sdt zwei verschiedene Polaritätskomplexe, die parallel während 
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der gesamten Embryogenese in der embryonalen Epidermis vorhanden sind: den Crb- Sdt- 
PATJ-  und den Baz- Sdt- PATJ- Komplex (Sen et al. 2015).  
Zusätzlich zu diesen drei Domänen beinhaltet Sdt außerdem zwei n-terminale ECR 
(evolutionary conserved region) - Domänen, welche in kultivierten Säugetier-Zellen an der 
Bindung des Säugetier-PALS1 zu zwei verschiedenen PAR-6-Proteinen beteiligt sein sollen 
(Wang et al. 2004; Gao und Macara 2004; Hurd et al. 2003). In vitro scheint insbesondere der 
ECR1-Domäne in dieser Interaktion eine besondere Bedeutung zuzukommen (Wang et al. 
2004). In vivo konnte jedoch bislang, abgesehen von der apikalen Rekrutierung von PAR-6 in 
Photorezeptor- Zellen, vermittelt durch die ECR1- und ECR2-Domänen (Bulgakova et al. 
2008), keine Bedeutung dieser Interaktion nachgewiesen werden.  
Außerdem enthält Sdt zwei L27 (Lin2/Lin7) - Domänen und eine Hook-Domäne. Die erste 
L27-Domäne (L27N) ist notwendig, um PATJ zur subapikalen Region zu rekrutieren (Pénalva 
und Mirouse 2012; Sen et al. 2015), welches seinerseits die Adherens Junction stabilisiert, 
indem es die Myosin- Aktivität fördert (Sen et al. 2012). Jedoch scheint die L27N-Domäne 
nicht notwendig zu sein, um den Crb-Sdt-Komplex in der embryonalen Epidermis zu 
stabilisieren (Zhou und Hong 2012; Sen et al. 2012; Pénalva und Mirouse 2012). 
Mittels seiner zweiten L27-Domäne (L27C), rekrutiert Sdt Lin-7 (Veli) zur Plasmamembran. 
Dies ist in Drosophila zwar nicht entscheidend für die epitheliale Polarität, wirkt allerdings an 
der postsynaptischen Membran, um einer lichtinduzierten Degeneration von Photorezeptoren 
vorzubeugen (Soukup et al. 2013; Bachmann et al. 2004). 
Die Hook-Domäne dient als FERM-Domänen-Interaktionsstelle, was für einige Sdt-Orthologa 
bereits gezeigt werden konnte. Die Sdt-Orthologa Nagie Oko (Zebrafisch) und PALS1/MPP5 
(Säugetiere) binden die entsprechenden Yurt-Orthologa mittels der Hook-Domäne (Hsu et al. 
2006; Gosens et al. 2007). Yurt bindet darüber hinaus direkt an den zytoplasmatischen Schwanz 
von Crb und reguliert seine Aktivität negativ (Laprise et al. 2006). Somit könnte die Interaktion 
zwischen Yurt und Sdt dazu dienen, das Zusammenspiel von Sdt und Crb zu modulieren (Hsu 




Abbildung 2: Kernkomponenten des Crb- Komplexes, modifiziert nach (Bulgakova 2009) 
In seiner Funktion als zentrales Verbindungsstück im Crb-Komplex, ist Sdt essenziell, um den 
Crb-Komplex zu stabilisieren. So wird Crb in Sdt-mutanten Embryonen zwar wie gewohnt zur 
apikalen Plasmamembran transportiert, jedoch anschließend endozytiert und degradiert. 
Bestätigt wird dies durch die Tatsache, dass Sdt-mutante Embryonen den gleichen Phänotyp 
zeigen wie im Falle einer Crb-Loss-of-Function-Mutation (Tepass und Knust 1993; Tepass 
2012). Sdt-Isoformen sind ab dem zellulären Blastoderm in den meisten vom Ektoderm 
abstammenden Epithelien detektierbar (Bachmann et al. 2001), jedoch niemals in Neuroblasten 
oder anderen Zellen des ZNS. Dies führt zu dem Schluss, dass die Etablierung und 
Aufrechterhaltung der epithelialen Polarität in Neuroblasten unabhängig von Sdt erfolgt (Hong 
et al. 2001).  
1.5. Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext 
Bereits seit einiger Zeit sind die Struktur Stardusts und viele der damit einhergehenden 
Funktionen bekannt. Außerdem konnten einige Mechanismen der Rekrutierung Sdts in den 
Crb-Komplex enthüllt werden (Bulgakova et al. 2008; Krahn et al. 2010). So führte die 
Arbeitsgruppe um Elisabeth Knust bereits 2008 eine ausführliche Struktur-Funktionsanalyse 
Sdts durch, anhand welcher sie die Mechanismen der Lokalisation des Crb-Sdt-Komplexes in 
Photorezeptorzellen untersuchte (Bulgakova et al. 2008). Auch eine Studie an Zebrafischen 
(Bit-Avragim et al. 2008) und die Expression von PALS1-Varianten in kultivierten 
Säugetierepithelzellen (Roh et al. 2002) halfen, die domänenspezifischen Aufgaben Stardusts 
in verschiedenen Organismen in vivo zu erforschen. Jedoch konnte bis heute nicht geklärt 
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werden, ob die beobachteten Mechanismen auch in anderen Geweben, wie zum Beispiel der 
embryonalen Epidermis, für eine korrekte Zellpolarität notwendig sind und ob die einzelnen 
Sdt-Domänen noch weitere, bis dato unbekannte Funktionen erfüllen. Aus diesem Grund 
wurden zur detaillierten Struktur-Funktions-Analyse verschiedene Sdt-Deletionskonstrukte 
geklont und in Sdt-mutante Embryonen des Genotyps SdtK85 sowie wildtypische Embryonen 
injiziert (siehe Material und Methoden). Anhand der so etablierten Fliegenstämme wurden 
Rettungsexperimente und Letalitätstests durchgeführt, um zu überprüfen, wie die Deletion 
einzelner Sdt-Domänen die Überlebensfähigkeit der Drosophila-Embryonen beeinflusst. Des 
Weiteren wurden die Auswirkungen der Expression der modifizierten Sdt-Gene auf die 
Lokalisation verschiedener Polaritätsproteine in der embryonalen Epidermis mittels konfokaler 
Lasermikroskopie untersucht. Auch Kutikula-Präparationen wurden zur Analyse verschiedener 
Sdt-mutanten herangezogen.  
2. Material und Methoden 
2.1. Plasmide 
Der offene Leserahmen (OLR) von Sdt-F (formal bezeichnet als Sdt-B1), wurde in pENTR 
(Life Technologies) geklont. Es wurden Deletionen der verschiedenen Domänen durch 
Mutagenese-PCR etabliert, indem ein flexibler 3xGlycin Platzhalter an Stelle der jeweiligen 
Domäne eingefügt wurde. Die verwendeten Oligonukleotide sind im Originalartikel aufgeführt. 
Der offene Leserahmen der Sdt-Varianten wurde in den Zielvektor UWGattB (modifiziert von 
UWG, welches vom Drosophila Genomic Resource Center bezogen wurde) mittels Clonase- 
Reaktion (Life Technologies) umkloniert. 
2.2. Fliegenstämme und Genetik 
Die Fliegenstämme wurden auf Standard Maismehl-Agar-Nährboden kultiviert und bei 25°C 
gehalten. Die transgenen Fliegen der UAS::Sdt-GFP und Ubi::Sdt-GFP-Varianten wurden 
unter Verwendung des PhiC31-Integrase-Systems (Groth et al. 2004) mit attP40 (für das UAS- 
Konstrukt) und attPVK00037 (22A, für die Ubi::Sdt-GFP Konstrukte) etabliert. En::GAL4 und 
arm::GAL4 wurden vom „Bloomington Drosophila Stock Center“ bezogen. Für die Beurteilung 
der Funktion (mutanter) Sdt-Proteine in vivo wurde das sdtK85-Allel (Berger et al. 2007) 
verwendet, indem Keimbahnklone mit Hilfe der weiblichen, sterilen OvoD-Technik (Chou et 
al. 1993) unter Verwendung von FRT19A-OvoD1, hs::Flp (BL#23880) produziert wurden. 
Weibchen der Genotypen sdtK85, FRT19A-OvoD1, FRT19A; Ubi::Sdt-GFP wurden gepaart mit 
Männchen, die den FM7-ChFP-Fluoreszenz-Balancer (Abreu-Blanco et al. 2012) und Ubi::Sdt-
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GFP trugen. Embryonen, die homozygot für sdtK85 waren, wurden für Kutikula-Präparationen 
und Letalitätstests identifiziert, indem Immunfärbungen mit Färbung von sex lethal (Bopp et 
al. 1991) durchgeführt und die Embryonen anschließend gegen ChFP sortiert wurden. Für 
Kutikula-Präparationen von crb-mutanten Embryonen wurde das crb11A22–Allel (Wieschaus et 
al. 1984) verwendet. Für Letalitätstests wurden, wie oben beschrieben, sdtK85-mutante 
Embryonen generiert, die die Sdt-Protein-Varianten exprimieren. In drei unabhängigen 
Experimenten wurden je Experiment 100 homozygot mutante Embryonen nach embryonaler 
Letalität, L1/L2-, L3-, sowie Puppen-Letalität und überlebenden Fliegen bewertet. 
Fehlerbalken geben den mittleren Standardfehler an. 
2.3. Erzeugung eines Antikörpers gegen Sdt 
Ein gegen die PDZ-Domäne von Sdt gerichteter Antikörper wurde hergestellt, indem Hasen mit 
GST-SdtPDZ immunisiert wurden (Davids Biotechnologie, Regensburg, Deutschland). Die 
Spezifität des Serums wurde in Immunfärbungen an sdtK85–mutanten Embryonen getestet. 
2.4. Immunpräzipitation und Western- Blotting 
Für Immunpräzipitationen wurden w--Embryonen oder Embryonen, die die GFP-markierten 
Sdt-Varianten exprimieren, einer Übernacht-Sammlung dechorionisiert und in durch Protease-
Inhibitoren ergänztem Lyse-Puffer (1% Triton X-100, 150mM NaCl, 1mM CaCl2, 1mM 
MgCl2, 50mM Tris- HCL pH 7,5) lysiert. Nach der Zentrifugation wurden entweder Maus-anti-
Sdt-Antikörper (Bulgakova et al. 2010), Maus-anti-ß-Galaktosidase-Antikörper oder Hase-
anti-GFP-Antikörper (Life Technologies) entsprechend einer Gesamtproteinmenge von 500µg 
zu dem Embryonen-Lysat hinzugefügt. Die Immunkomplexe wurden unter Verwendung von 
Protein A/G-konjugierter Agarose (BioVision) abgeerntet. Die Agarose-Kügelchen wurden 
fünf Mal in Lyse-Puffer gewaschen und vor SDS-Page und Western-Blot in 2x SDS-Proben-
Puffer gekocht (Sen et al. 2012). Immunpräzipitationen von Schneider 2R-Zellen, die mit Sdt-
GFP (Sdt UWGattB) und Ubi::PAR-6-myc (PAR-6 UWM) transfiziert wurden, wurden in 
ähnlicher Weise durchgeführt. Nach Abzentrifugation des Mediums und Lyse der S2R- Zellen 
in oben beschriebenem Lyse- Puffer wurde in gleicher Weise verfahren, wie bereits für 
Embryonen beschrieben. Western-Blotting wurde entsprechend des Standard-Vorgehens 
durchgeführt. Folgende primäre Antikörper wurden für das Western-Blotting verwendet: Maus-
anti-Crb (Cq4 (Tepass und Knust 1993), 1:50, DSHB), Maus-anti-Sdt-Antikörper (1:20 
(Bulgakova et al. 2010)), Meerschweinchen-anti-PATJ (1:1000 (Sen et al. 2012)), Hase-anti-
Baz (1:2000 (Wodarz et al. 1999)), Hase-anti-aPKC (aPKCζ, 1:500, Santa Cruz sc-216), Maus-
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anti-GFP (1:500, B2, Santa Cruz sc-9996) und Meerschweinchen-anti-PAR-6 (1:500 (Kim et 
al. 2009)). 
2.5. Immunhistochemie 
Embryonen wurden mit Natriumhypochlorid (NaClO) dechorionisiert und anschließend in 
einer 1:1-Mischung aus 4%-igem Formaldehyd, Phosphat-Puffer pH 7,4, 2 mM CaCl2 und 
Heptan für circa zwanzig Minuten fixiert. Nach dem Aufbrechen der Vitellin-Membran mittels 
kräftigen Schüttelns in einer 1:1-Mischung aus Methanol und Heptan wurden die Embryonen 
für mindestens eine Stunde in reinem Methanol bei einer Temperatur von -20°C gelagert. Im 
Anschluss daran wurden sie in PBT (PBS und 0,1% Tween 20) für drei mal zwanzig Minuten 
unter ständigem Schwenken rehydratisiert und dann mit den primären Antikörpern unter 
Zugabe von 5% normalem Pferdeserum (NHS; engl.: normal horse serum) inkubiert (Krahn et 
al. 2010). Für die indirekte Immunfluoreszenz wurden folgende primäre Antikörper verwendet: 
Meerschweinchen-anti-PATJ (1:500 (Sen et al. 2012)), Maus-anti-Sdt-Antikörper (1:20 
(Bulgakova et al. 2010)), Hase-anti-Sdt (1:2000, diese Studie), Hase-anti-Baz (1:1000 (Wodarz 
et al. 1999)), Maus-anti-Crb (Cq4, 1:50, DSHB), Maus-anti-Dlg (1:50, DSHB), Hase-anti-GFP 
(#A11122, 1:1000, Life Technologies) und Huhn-anti-GFP (1:2000, Aves Laboratories). Die 
mit Alexa 488, Alexa 568 und Alexa 647 (Life Technologies) konjugierten sekundären 
Antikörper wurden in einem Verhältnis von 1:400 verwendet. Bilder wurden mit einem Zeiss 
LSM 710 Meta konfokalen Mikroskop gewonnen und mit Adobe Photoshop bearbeitet. 
3. Ergebnisse und Diskussion 
Wie bereits beschrieben, weist Sdt zahlreiche Protein-Interaktionsdomänen auf, welche in 
Abhängigkeit des Entwicklungsstadiums und des Gewebes verschiedene Funktionen erfüllen. 
Zunächst erforschten wir, welche Domänen notwendig sind, um Sdt in der subapikalen Region 
zu positionieren. Analog zu vorherigen Berichten kamen auch wir zu dem Schluss, dass die 
PDZ-Domäne, die Sdt entweder zu Crb oder zu Baz in die subapikale Region rekrutiert (Hong 
et al. 2001; Bachmann et al. 2001; Roh et al. 2002; Krahn et al. 2010; Bit-Avragim et al. 2008), 
für die korrekte subzelluläre Lokalisation von Sdt essentiell ist. Die Deletion der PDZ-Domäne 
führt zu einer stark gestörten und größtenteils zytoplasmatischen Anreicherung des mutanten 
Proteins (Originalartikel Abb. 2f), wohingegen Wildtyp-Sdt-GFP korrekt in der subapikalen 
Region lokalisiert (Originalartikel Abb. 1d und 2a). Allerdings beobachteten wir, dass die PDZ- 
Domäne alleine nicht ausreicht, um die kortikale Rekrutierung von Sdt zu bewerkstelligen 
(Originalartikel Abb. 2i). Die Instabilität des kleinen chimären Proteins SdtPDZ-GFP konnten 
wir als Ursache dieser Beobachtung jedoch ausschließen, da im Western Blot eine spezifische 
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Bande bei circa 37 kDa nachweisbar war (Originalartikel Abb. 1e). Dies legt die Vermutung 
nahe, dass neben der PDZ- Domäne weitere Domänen notwendig sind, um die Bindung 
zwischen Sdt und Crb bzw. Baz zu ermöglichen. In einer Studie aus dem Jahr 2014 wird bereits 
postuliert, dass neben der PDZ-Domäne auch die SH3- und GUK-Domänen eine wichtige Rolle 
in der Bildung und Stabilisierung des Crb-PALS1-Komplexes spielen, da in 
gelchromatographischen Verfahren und Bindungs-Analysen eine 100-fach stärkere 
Bindungsaffinität des PDZ-SH3-MAGUK-Tandems zu Crb im Vergleich zur isolierten PDZ-
Domäne nachgewiesen werden konnte (Li et al. 2014). In der Tat führt die Deletion der SH3-
Domäne zu einer eher zytoplasmatischen Anreicherung des mutanten Proteins, wobei geringe 
Mengen Sdt weiterhin an der Zellmembran verbleiben (Originalartikel Abb. 2g). Vor 
wildtypischem Hintergrund lokalisiert Crb trotz Deletion der SH3- oder PDZ-Domäne von Sdt 
noch subapikal, was durch die verbleibende Menge wildtypischen Sdts zu erklären ist 
(Originalartikel Abb. 2 f, g). In Keimbahnklonen, in denen jegliches wildtypische Sdt fehlt, 
kommt es jedoch zu einer rein zytoplasmatischen Lokalisation von Crb und einer deutlichen 
Störung der apikal-basalen Polarität (Originalartikel Abb. 3 h, i). Auch Co-
Immunpräzipitationsexperimente der mutanten Sdt-Proteine mit endogenem Crb 
demonstrieren, dass neben der PDZ-Domäne auch die SH3-Domäne notwendig ist, um eine 
Assoziation von Sdt mit Crb zu ermöglichen (Originalartikel Abb. 5d). Des Weiteren rettet die 
Expression von SdtΔPDZ oder SdtΔSH3 den Kutikula-Phänotyp von sdt
K85 nicht (Originalartikel 
Abb. 4 c, d, j, k). Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten vorangegangener Studien an 
retinalen Neural- und Pigmentepithelien in Zebrafischen, sowie Photorezeptorzellen von 
Drosophila überein, die eine zentrale Rolle der PDZ-Domäne (Bulgakova et al. 2008; Bit-
Avragim et al. 2008) und SH3-Domäne (Bulgakova et al. 2008) in diesen apikal-basal 
polarisierten Zelltypen beschreiben.  
Im Gegensatz zur Deletion der SH3- oder PDZ-Domäne beeinflusst die Deletion der GUK-
Domäne in wildtypischen Epithelzellen die Lokalisation des mutanten Proteins oder die 
Assoziation mit Crb hingegen nicht (Originalartikel Abb. 2h, 5d). Dies könnte daran liegen, 
dass die GUK- Domäne nicht direkt an der Bindung zwischen Sdt und dem ERLI-Motiv von 
Crb beteiligt ist, sondern lediglich eine supportive Rolle einnimmt (Li et al. 2014). Allerdings 
rettet die Expression von SdtΔGUK in einem Sdt
K85-mutanten Hintergrund weder die apikale 
Lokalisierung von Crb, noch die embryonale Letalität (Originalartikel Abb. 4a und 3j). 
Epitheliale Polarität und embryonale Morphologie sind schwer gestört, was durch eine 
beeinträchtigte Sekretion der Kutikula zum Ausdruck kommt. Kutikulae von Embryonen des 
Genotyps sdtK85; SdtΔGUK sind geschrumpft und weisen große Löcher in der dorsalen Kutikula 
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auf (Originalartikel Abb. 4l). Sie unterscheiden sich deutlich von Kutikulae der Embryonen des 
Genotyps SdtK85, SdtK85; SdtΔSH3, sowie sdt
K85; SdtΔPDZ, welche lediglich aus einzelnen Krümeln 
bestehen und so phänotypisch den Kutikulae eines Crb-Loss-of-Function Allels entsprechen 
(Originalartikel Abb. 4 b, c, j, k). Im Gegensatz zu sdtK85- mutanten Embryonen (Originalartikel 
Abb. 3a), in denen Crb zytoplasmatisch lokalisiert, weisen Embryonen des Genotyps sdtK85; 
SdtΔGUK in einem gewissen Ausmaß eine kortikale Lokalisation von Crb auf, wenn auch mit 
willkürlichem Verteilungsmuster (Originalartikel Abb. 3 j). Dennoch scheint diese residuale, 
kortikale Lokalisation zu genügen, um eine segmentierte, wenn auch geschrumpfte und 
unregelmäßige Kutikula zu produzieren (Originalartikel Abb. 4l). Folglich können wir in vivo 
keine zentrale Bedeutung der GUK-Domäne von Sdt für die Stabilisierung des Crb-Sdt-
Komplexes nachweisen. Dennoch ist die GUK-Domäne während der epithelialen Polarisierung 
essentiell für die Funktion von Sdt, was möglicherweise unabhängig ist von ihrer bisher 
angenommenen Bedeutung in der Stabilisierung von Crb.  
Weiterhin konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass PALS1 in kultivierten 
Säugetierzellen mittels seiner ECR1- und ECR2-Domäne mit PAR-6 interagiert (Gao und 
Macara 2004; Hurd et al. 2003; Wang et al. 2004). Eine in vivo Relevanz der Sdt-PAR-6-
Interaktion in Drosophila könnte von der Misslokalisation von PAR-6 in Sdt-mutanten 
Photorezeptorzellen abgeleitet werden, welche nicht durch Sdt-Varianten gerettet wird, denen 
der gesamte N-Terminus inklusive der ECR-Motive und der L27N-Domäne fehlt (Bulgakova 
et al. 2008). Wir fanden heraus, dass SdtΔECR1 und SdtΔECR2 korrekt an der subapikalen Region 
in der embryonalen Epidermis lokalisieren (Originalartikel Abb. 2 b, c). Darüber hinaus führt 
die Expression dieser Transgene, genauso wie die des doppelt mutanten Proteins (SdtΔECR1+2) 
in einem Sdt-mutanten Hintergrund zur Wiederherstellung der epithelialen Polarität und 
subapikalen Crb-Lokalisation (Originalartikel Abb. 3 c-e). Dennoch verdeutlichen 
Letalitätstests im Vergleich zu wildtypischem Sdt eine höhere embryonale Letalität von Sdt-
mutanten, die entweder SdtΔECR1 oder SdtΔECR2 exprimieren, und einen noch stärker gesteigerten 
Letalitäts-Phänotyp für SdtΔECR1+2 (Originalartikel Abb. 4a), auch wenn Immunfärbungen mit 
Polaritätsmarkern (Originalartikel Abb. 3 c-e) keine offensichtlichen Polaritätsdefekte 
aufzeigen. Weiterhin demonstrieren die durchgeführten Kutikula- Präparationen nur bei einer 
geringen Anzahl von Embryonen Sekretionsdefekte der Kutikula (Originalartikel Abb. 4 e-g, 
m). Geschlüpfte Fliegen dieser Genotypen weisen einen unauffälligen Phänotyp auf. Zwar 
konnten wir bestätigen, dass Sdt und PAR-6 in Schneider-2R-Zellen (S2R-Zellen) in vitro und 
unter Überexpressionsbedingungen miteinander interagieren können und dass diese Interaktion 
von ECR1 abhängt (Originalartikel Abb. 5a, b). Dennoch gelang es uns nicht, im Zuge von 
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Immunpräzipitationen von endogenem Sdt aus wildtypischen Embryonen wesentliche Mengen 
von PAR-6 in Interaktion mit Sdt nachzuweisen, wohingegen Crb, PATJ, Baz und aPKC mit 
Sdt immunpräzipierten (Originalartikel Abb. 5c). Weiterhin beeinträchtigt die Mutation von 
ECR1 oder ECR2 oder beiden zusammen die Ausbildung des Crb-Sdt-Komplexes in vivo nicht 
(Originalartikel Abb. 5d). Diese Ergebnisse legen nahe, dass das ECR1- und ECR2-Motiv für 
die Stabilisierung des Crb-Sdt-PATJ-Komplexes in der embryonalen Epidermis von 
Drosophila unter endogenen Bedingungen nicht essentiell sind und dass sie für die apikal-
basale Polarität entbehrlich sind. Jedoch scheinen sie in einem gewissen Maß, eventuell 
vermittelt über eine bis dato unentdeckte Funktion, wesentlich für eine effiziente embryonale 
Entwicklung zu sein.  
Abschließend versuchten wir noch die in vivo Bedeutung der beiden L27-Domänen zu 
untersuchen. Sdt assoziiert mit PATJ, indem seine L27N-Domäne mit der L27-Domäne von 
PATJ heterodimerisiert (Li et al. 2004). Die Deletion der L27-Domäne in PATJ verhindert 
folglich die Bindung zu Sdt und somit auch die Lokalisation des mutanten Proteins in der 
subapikalen Region (Pénalva und Mirouse 2012; Sen et al. 2015). Umgekehrt beeinträchtigt die 
Deletion der L27N-Domäne in Sdt die Lokalisation des mutanten Sdt-Proteins in wildtypischen 
Epithelzellen nicht (Originalartikel Abb. 2d), obwohl sie nachweislich die Bindung von Sdt zu 
PATJ stört (Originalartikel Abb. 5d). Diese Ergebnisse passen zu den Daten vorangegangener 
Studien, die zeigen konnten, dass PATJ weder für die Stabilisierung des Sdt-Crb-Komplexes, 
noch für die apikal-basale Polarität in der embryonalen Epidermis essentiell ist (Pénalva und 
Mirouse 2012; Sen et al. 2012; Zhou und Hong 2012). Überraschenderweise zeigen Sdt-
mutante Fliegen, die das SdtΔL27N-Transgen exprimieren jedoch eine komplette embryonale 
Letalität (Originalartikel Abb. 4a), wobei sie starke Sekretionsdefekte der Kutikula aufweisen. 
Kutikulae von Embryonen des Genotyps SdtK85; SdtΔL27N besitzen nur einzelne Überbleibsel 
intakter Kutikula und ähneln phänotypisch den Kutikulae des Crb-Loss-of-Function-Allels 
(Originalartikel Abb. 4b, h). Dies könnte durch die Reduktion des apikalen Crb-Levels erklärt 
werden, die sich in Keimbahnklonen des Genotyps SdtK85; SdtΔL27N zeigte (Originalartikel Abb. 
3f Pfeile). So wurde schon mehrfach postuliert, dass der Verlust von PATJ zu einer 
verminderten Expression von Crb in polarisierten Zellen führt, ohne dabei die Lokalisation von 
Crb oder die apikal-basale Polarität zu beeinträchtigen (Tanentzapf und Tepass 2000; Zhou et 
al. 2012). Eine Bedeutung PATJs in der Stabilisierung des Crb-Sdt-Komplexes scheidet als 
Ursache dieser Beobachtung jedoch aus, da schon mehrfach gezeigt werden konnte, dass PATJ 
keinen Einfluss auf die Stabilität des Crb-Sdt-Komplexes hat (Pénalva und Mirouse 2012; Sen 
et al. 2012; Zhou und Hong 2012) und weiterhin Embryonen, die homozygot mutant sind für 
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PATJ weder Polaritätsdefekte der embryonalen Epidermis aufweisen noch eine vollständig 
penetrante embryonale Letalität zeigen (Sen et al. 2012). Ein weiterer Erklärungsansatz könnte 
sein, dass ungebundenes PATJ einen dominant negativen Effekt ausübt, so wie es bei der 
Überexpression von PATJ der Fall ist (Sen et al. 2012). Da also weder die vollständige 
embryonale Letalität, noch die stark derangierte Sekretion der Kutikulae in SdtΔL27N-mutanten 
Embryonen alleine durch den Verlust von PATJ erklärt werden können, ist anzunehmen, dass 
die L27N-Domäne neben der Rekrutierung von PATJ weitere wesentliche Funktionen während 
der epithelialen Polarisierung der embryonalen Epidermis aufweist.  
Im Gegensatz zur L27N-Domäne scheint die L27C-Domäne nicht essentiell für die epitheliale 
Polarisierung und die Fliegenentwicklung zu sein, da SdtΔL27C in der Lage ist, die Polaritäts-
Phänotypen von sdtK85 zu retten und darüber hinaus überlebende Fliegen erzeugt 
(Originalartikel Abb. 3g und 4a, i). Dies entspricht vorangegangenen Ergebnissen, die Lin-7 
als Interaktionspartner von SdtL27C identifizieren und Lin-7 eine Rolle in der postsynaptischen 
Signalübertragung zuschreiben, jedoch nicht in der Ausbildung der epithelialen Polarität oder 
Fliegenentwicklung (Bachmann et al. 2004; Soukup et al. 2013). Die gesteigerte frühe 
Larvensterblichkeit könnte durch Störungen bei der Ausbildung von Synapsen begründet sein. 
Auch wenn dies in Wiederspruch zu Beobachtungen an Säugetierzellen steht, welche eine 
unterstützende Rolle von Veli in der Stabilisierung des Crb-PALS1-Komplexes annehmen 
(Straight et al. 2006), konnten wir weder eine verminderte apikale Anreicherung des mutanten 
SdtΔL27C oder Crb (Abb. 3g) noch eine Schwächung der Bindung des mutanten Sdt zu Crb 
feststellen (Abb. 5d). 
4. Zusammenfassung 
Zusammenfassend bestätigen unsere Ergebnisse eine entscheidende Rolle des PDZ-SH3-
Domänen-Tandems bei der Bindung und Stabilisierung von Crb in vivo. Weiterhin konnten wir 
zeigen, dass entgegen kürzlich veröffentlichter Daten die GUK-Domäne weder essentiell für 
die Stabilisation der Bindung zu Crb (Li et al. 2014) noch notwendig für die korrekte 
Lokalisation von Sdt in wildtypischen Epithelzellen ist. Unsere Ergebnisse deuten jedoch auf 
eine wesentliche Crb-unabhängige Funktion der GUK-Domäne während der epithelialen 
Polarisierung und der Embryonalentwicklung hin, welche in vorangegangenen Studien nicht 
erwähnt wurde (Bit-Avragim et al. 2008; Roh et al. 2002; Bulgakova et al. 2008). 
Entgegen bisher veröffentlichter Daten, die in Photorezeptorzellen von Drosophila eine 
entscheidende Rolle der ECR1- und ECR2-Domäne in der apikalen Rekrutierung von PAR-6 
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feststellten, konnten wir in vivo keine Funktion dieser beiden Domänen während der 
epithelialen Polarisierung bestätigen. Erstens scheint gemäß unseren Resultaten aus Co-
Immunpräzipitationen in embryonalen Epithelien eine Bindung zwischen Sdt und PAR-6 nicht 
in wesentlichem Umfang stattzufinden. Zweitens ist es unwahrscheinlich, dass die Interaktion 
zwischen PAR-6 und Sdt zur Etablierung der apikal-basalen Polarität beiträgt, da SdtΔECR1- und 
SdtΔECR2-mutante Embryonen phänotypisch keinerlei Polaritätsdefekte aufweisen. Allerdings 
könnte diese Interaktion unabhängig von der Stabilisierung von Crb eine andere, bis dato 
unentdeckte Funktion erfüllen, welche wesentlich für eine effiziente embryonale Entwicklung 
ist. Außerdem gilt es auch bei der Betrachtung der Funktion der ECR1- und ECR2-Domäne 
stets zwischen verschiedenen Organismen, Geweben und Entwicklungsstadien zu 
differenzieren. In neuronalen Zellen, wie z. B. Photorezeptorzellen von Drosophila (Bulgakova 
et al. 2008) und retinalen Neuronen von Zebrafischen (Bit-Avragim et al. 2008), kann eine 
entscheidende Rolle der Interaktion zwischen Sdt und PAR-6 angenommen werden. In anderen 
Epithelien, wie der Epidermis oder dem retinalen Pigmentepithel von Drosophila, dagegen 
nicht. 
Weiterhin deuten unsere Ergebnisse auf eine neue PATJ-unabhängige Funktion der L27N-
Domäne von Sdt hin. SdtΔL27N-mutante Embryonen weisen eine vollständige Letalität auf, 
begleitet von deutlichen Sekretionsdefekten der Kutikula. Diese Beobachtung ist jedoch nicht 
alleine durch die gestörte Interaktion mit PATJ zu erklären, da PATJ-mutante Embryonen 
weder Polaritätsdefekte der embryonalen Epidermis zeigen, noch eine vollständig penetrante 
embryonale Letalität (Sen et al. 2012). Darüber hinaus beeinträchtigt die Deletion der L27N-
Domäne die Lokalisation des mutanten Proteins in der Epidermis von wildtypischen 
Drosophila- Exemplaren nicht. Dies bestätigt erstens, dass PATJ in der embryonalen Epidermis 
von Drosophila für die Stabilisierung des Crb-Komplexes nicht benötigt wird. Zweitens zeigen 
diese Ergebnisse, dass die L27N-Domäne in vivo eine für die epitheliale Polarisierung 
essentielle Funktion aufweist, die nicht im Zusammenhang mit der Stabilisierung des Crb-
Komplexes steht. Abschließend konnten wir außerdem eine relevante Bedeutung der L27C-
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AJ Adherens Junction 
aPKC Atypische Proteinkinase C 
APRs Apikale Polaritätsregulatoren 
Baz Bazooka 
BLPRs Basolaterale Polaritätsregulatoren 
CaCl2 Calciumchlorid 
Cdc42 Cell division control protein 42  
Crb Crumbs 
Cora Coracle 
Dlg Discs large 
ECR Evolutionary conserved region 
EGF Epidermal Growth Factor 
Engl. Englisch 
Ex Expanded 
FERM Protein 4.1/Ezrin/Radixin/Moesin 
GFP Green fluorescent protein 
GST Glutathion-S-Transferase 
GUK Guanylat Kinase 
kDA Kilo Dalton 
Lgl Lethal giant larvae 
L27 Lin2/Lin7 




MPP5 Membrane Palmitoylated Protein 5 
MUPP1 Multi-PDZ domain protein 1 
NaCl Natriumchlorid 
NHS Normal horse serum 
PALS1 Protein associated with Lin7, Stardust 
Par Partition defective 
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PATJ PALS1- associated tight junction protein 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PBT Phosophate buffered Saline Tween 20 
PCR Polymerase chain reaction 
PDZ PSD-95/Discs-large/Zonula Occludens-1 
PTEN Phosphatase and Tensin homolog 
PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen 
SDS- PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
Sdt Stardust 
SH3 Src- homology- 3 
S2R Schneider – 2 - R 
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